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口腔がんの分子病理 
Molecular pathology of oral carcinoma. 
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要旨 
口腔癌における遺伝子異常について検索を行った。その結果、がん抑制遺伝子 p53 の変異・欠失が 70％
以上の症例でみられることや、ets がん遺伝子群転写因子 E1AF が細胞外基質分解酵素の活性亢進をもた
らすこと、テロメラーゼ活性化により口腔癌の発症・悪性化に関与していることを明らかにした。AU-rich 








Molecular pathological investigation of oral carcinogenesis was described. Mutation and deletion 
of p53, a potent anti-oncogene, were observed in more than 70% of oral carcinoma, and close 
relationship was observed between oral carcinomas and ets transcription factor E1AF. E1AF 
upregulate MMPs that induce cancer cell invasion by degrading extracellular matrices. The 
significance of non-coding RNA on carcinogenesis, especially concerning ARE (AU-rich element) mRNA 
was shown. Many oncogenes contain ARE in its untranslated region, and ARE mRNA is stabilized and 
transported in cancer cells by CRM-1 independent manner. Blood vessels in tumor microenvironment 
were investigated. Tumor endothelial cells had abnormalities compared to normal endothelial cells, 
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周期と呼び、DNA が 2 倍体である G0/G1 期から 4




ーゼ（Cyclin dependent Kinase; CDK）が関与し
ている。G1 期から S期へ移行する G1/S と G2 から
M期への G2/M の 2ヶ所にそれぞれチェックポイン
トがあり、正常細胞では G1 期で細胞周期が一旦停








制遺伝子である。p53 は 393 個のアミノ酸からな
る 53kD のタンパク質で、N 末端に転写活性化ドメ
イン、C末端に四量体形成ドメイン、そして中央部
図１ p53 の活性化機構と転写される下流遺伝子 


































Gadd45, p53R2 などの DNA 修復機能をもつ遺伝子
産物、G1 arrest を起こす p21waf1/cip1/sdi1 や G2 
arrestを誘導する14-3-3δのような細胞周期調節
遺伝子産物、アポトーシス誘導タンパク質である
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キナーゼ（Cyclin dependent kinase: CDK）と複
合体をつくり細胞周期の進行に働き、G1 期から S
期への移行には Cyclin D/CDK4 あるいは CDK6 と
Cyclin E/CDK2 の複合体が重要な役割を演じてい





G2 から M 期の移行が起こるが、p53 の下流遺伝子




















E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4 があるが、その中で
も E1A と E1B は代表的なウイルスがん遺伝子で、































ミノ酸解析により、E1AF は 381 個のアミノ酸から
なり、C 末端側にトリプトファンリピートやヘリ
ックスループへリックスなど85アミノ酸からなる
ETS ドメインを有する ETS ファミリー転写因子で
あることが明らかになった。E1AF は他の ETS ファ
ミリーと同様にターゲット遺伝子の転写調節領域
の GGAA/T のコア配列を認識・結合し、N末端側の
酸性アミノ酸に富む Acidic domain やグルタミン
の豊富な Q rich domain のような活性化ドメイン
の働きによってターゲット遺伝子の転写活性化を















群 (MMP-2,-9), ストロメライシン群 (MMP-3,-10), 
細胞膜貫通型 MMP 群 (MT-1, MT-2, MT-3, MT-4, 
MT-5, MT-6), その他 (MMP-7,-11,-12,-19,-20)
のサブタイプに分けられている。MMP の転写調節
領域には AP1、SP1、NFκB などの転写因子結合部
図４ E1AF による MMP 遺伝子の活性化機構とその抑制効果 
A. MMP-1, -3, -9 遺伝子の転写活性化領域には ETS 転写因子結合領域が存在し、これにより E1AF による転写
活性化とがん細胞の浸潤が誘導される。  
B. Northern Blot による mRNA 発現検索；E1AF antisense 遺伝子導入により MMP-1, -9 mRNA の発現が抑制さ
れている。 C. ヌードマウス舌移植 HSC3 細胞の組織像：親株である HSC3 は舌筋層内で浸潤増殖しているが（上
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E1AF が MMP-1, -3, -9 の転写を亢進することをク
ロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ






皮癌細胞株でも浸潤性増殖を示す HSC3 で E1AF と
MMP-1, -9 の相関した発現が認められた 5）。HSC3
にアンチセンス（anti-sense:AS）E1AF 発現ベク
ターを導入することで、MMP の発現抑制と浸潤活












結果、HGF レセプターである c-MET を発現してい











図５ HGF, c−MET による MMP 遺伝子の転写活性化機構に及ぼす E1AF の効果 
口腔がん細胞 HSC3 は c-met を発現し、ザイモグラフィで MMP-9, MMP-2 は活性化している。HGF 濃度依存性に
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が大きな役割を演じている。我々は子宮頚がん由
来細胞株SiHaを抗がん剤シスプラチンで処理する
と E1AF と相関した p21 の mRNA 発現が生じること
を見いだした。p21 の転写調節領域には 2 か所の





















その報告はなかった。我々は、EWS/ETS が TERT の
発現及びテロメラーゼ活性に与える影響について
検討し、ews/e1af と ews/fli1 でがん化したマウ
ス線維芽細胞で顕著なテロメラーゼ活性の亢進と
TERT mRNA の発現増加を認め、さらに当時新規に




mRNA の発現抑制がみられ EWS/ETS は human TERT
の活性化と深い関連があることが示された（図７A）
図６ 
細胞周期を停止させる p21 の転写調節領域には ETS 結合部位が存在し(A)、レポーターアッセイで E1AF の濃度
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tein . Recent repor t s, however , demonst ra ted tha t
p21Waf1/Cip1 is upregula ted a lso by a p53-independent
pa thway. Michieli et al. (14) repor ted tha t p21Waf1/Cip1
was induced in embryonic Þbroblast s isola ted from p53
knock-out mice as well as in normal cells t rea ted with
cer ta in growth factors, bu t was not expressed in p53-
deÞcien t cells exposed to DNA damage elicited by
gamma-ir radia t ion . The authors suggested the exis-
tence of two separa te pa thways for the induct ion of
p21Waf1/Cip1: a p53-dependent pa thway act iva ted by
DNA damage and a p53-independent one act iva ted by
mitogens a t the ent ry in to the cell cycle. In addi-
t ion , Gar tenhaus and colleagues (27) repor ted tha t
p21Waf1/Cip1 mRNA and protein were rapidly induced in
response to t rea tment with Adr iamycin , a genotoxic
agent , regardless of the p53 sta tus of the cell lines.
They a lso demonst ra ted tha t apoptosis was induced
in these cell lines despite some having a funct iona lly
inact ive p53 protein . J iang et al. (28) showed tha tFIG. 3. E1AF act iva tes the human p21Waf1/Cip1 promoter . Average expression of a speciÞc melanoma differen t ia t ion-and standard er rors of fold act ivit ies for each concent ra t ion of associa ted (mda) cDNA, mda-6, which is ident ica l topCMVE1AF are indica ted. (a ) More than a 40-fold increase in ligh t
p21Waf1/Cip1/Sdi1, is inversely cor rela ted with melanomaemission was observed in cot ransfect ions with 5.4 mg of pCMVE1AF
compared to the resu lt obta ined with the paren ta l vector . The act ivity progression and growth . These resu lt s suggest tha t
was reduced when cells were cot ransfected with the DM-Luc repor ter the p53 independent expression of p21Waf1/Cip1 couldplasmid as compared to tha t in cells t ransfected with WWP-Luc. occur in cellu la r differen t ia t ion , growth cont rol andSigniÞcant reduct ion of ligh t emission was observed a t each concen- apoptosis.t ra t ion of the expression vector . (b) E1AF act iva tes the p21Waf1/Cip1
In the present study, we invest iga ted E1AF andpromoter in a p53-independent manner . In p53-null Saos2 osteosar -
coma cells cot ransfected with E1AF and the repor ter plasmid, more p21Waf1/Cip1 mRNA expression in response to cispla t in
than a 10-fold increase in luciferase act ivity was observed. t rea tment . Both E1AF and p21Waf1/Cip1 were cor rela -
t ively upregula ted by genotoxic st resses induced by cis-
pla t in t rea tment in SiHa cells harbor ing HPV 16. Ets
proteins have been implica ted in the regula t ion of genepCMVE1AF for t ransien t promoter assays. DMLuc is
expression dur ing severa l biologica l processes includ-a repor ter plasmid tha t lacks the upst ream p53- and
ing growth cont rol, cellu la r differen t ia t ion and cont rolets-binding mot ifs but conta ins the downst ream sites.
of tumor igenicity (29). Macleod et al. (12) repor ted tha tThe DMPst -Luc repor ter plasmid conta ins only a TATA
in the mouse p21Waf1/Cip1 promoter region the ets-bind-box, but not the p53 or ets-binding mot ifs. The lucifer -
ing site over laps the p53-responsive element loca ted a tase act ivity was reduced less than ha lf in cells t rans-
posit ion 01941 rela t ive to the t ranscr ipt ion in it ia t ionfected with the DM-Luc or DMPst -Luc repor ter plas-
site. Here we ident iÞed ets-binding sites near the p53-mids compared to the act ivity measured in cells t rans-
responsive elements in the upst ream promoter regionfected with the in tact WWP-Luc plasmid (Fig. 3a).
of human p21Waf1/Cip1 (the sequence has a lready beenWe then per formed the same type of ana lysis in p53-
determined by el-Deiry et al., 1995), which were highlydeÞcien t Saos2 cells. As shown in Figure 3b, luciferase
conserved in mouse and ra t . Moreover , we showed tha tact ivity in cells cot ransfected with the repor ter plasmid
E1AF can act iva te the promoter act ivity of p21Waf1/Cip1and pCMVE1AF was more than 10-fold higher than in
in t ransien t t ransfect ion assays in SiHa cells. Althoughcells t ransfected with the repor ter plasmid a lone.
endogenous p53 protein in SiHa cells was or igina lly
thought to be degraded by the human papillomavirusDISCUSSION
E6 protein , Butz et al. repor ted the existence of a func-
t iona l p53 protein in these cells (30). To exclude theCispla t in is a commonly used chemotherapeut ic
agent aga inst cancer . It cross-links DNA and induces effect s of the residua l endogenous p53 protein on the
p21Waf1/Cip1 promoter , we per formed a t ransien t expres-DNA st rand breaks (26), and was repor ted to induce
p21Waf1/Cip1. E l-Deiry et al. (13) deÞned the two p53- sion assay in a p53-null Saos2 osteosarcoma cell line
(31). E1AF act iva ted the p21Waf1/Cip1 promoter in Saos2responsive elements in the p21Waf1/Cip1 promoter tha t
a re presen t in the mouse and ra t nucleot ide sequences cells in a p53-independent manner . The luciferase ac-
t ivity in cells t ransien t ly t ransfected with the ets dele-and conserved in their posit ions rela t ive to the t ran-
scr ipt ion in it ia t ion site. p21Waf1/Cip1 was in it ia lly re- t ion mutants (DM-Luc or DMPst -Luc) was markedly
reduced, indica t ing tha t the ets-binding site posit ionedpor ted to be t ransact iva ted by the wild-type p53 pro-
81
AID BBRC 6909 / 6931$$$321 06-24-97 12:21:13 bbrcg AP: BBRC
B
A
天使大学 紀要 Vol.18 No.2 2018 


























子から多数の RNA が転写され、その RNA の約半分





図７ EWS/ETS は他の転写因子とタンパク複合体を形成し hTERT の転写を亢進する 
A. ルシフェラーゼアッセイによる ETS ファミリー転写因子の hTERT プロモーター活性。濃度依存的な転写活
性がみられる。 B．ETS 結合領域 deletion mutant での転写活性に変化はみられない。 C. ChIP 法による転写
因子結合部位に存在するタンパク複合体を検索したところ EWS/E1AF, EWS/FLI1 は hTERT プロモーターに結合
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ことが予測され、生物種による遺伝子数の差はさ
ほどないことが明らかになった。一方、生物種が




図８ ARE-mRNA の分解・安定化機構 
ARE-mRNA は生理的状態ではすばやく分解されているが、細胞にストレスが加わった状態では安定化・核外輸送
されている。 
図９ 口腔癌細胞での HuR 発現 
A: 口腔癌細胞株 HSC3 と Ca9.22 では正常線維芽細胞株 HGF に比し 3倍以上の HuR タンパクの発現がみられる 
B: 核・細胞質分画での HuR 発現結果。HGF では細胞質での発現はほとんどみられないが、HSC-3、Ca9.22 では
著しい細胞質発現が認められる。 
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は RNA 結合タンパク質である AUF1 などが結合し、
エキソゾームで素早く分解されるが、細胞にスト
レスがかかると同じく RNA 結合タンパク質である
HuR（326 アミノ酸からなる 36kD のタンパク質）




























A: 正常線維芽細胞（HGF）では加温によるストレス刺激で細胞質に HuR が発現するが CRM1 阻害薬 LMB 存在下
では HuR の細胞質発現は抑制される。一方、口腔癌細胞株 HSC3 では HuR の細胞質発現は正常細胞に比べ亢進
しており、LMB 存在下でも抑制はみられない。 













































図 12 腫瘍血管をターゲットにした遺伝子治療の概要 
A: 医薬分子の種類と次世代医薬品を用いた遺伝子治療の概要 
B: 腫瘍血管に特異的なマーカーを認識するリガンドを表面に付加し、多層化した壁の内部に抗がん性物質を
含有した MEND をヌードマウスに移植した実験的腫瘍モデルに応用したところ 70％の縮小効果が認められた。 
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Sca-1 (Stem cell antigen-1) などの幹細胞マー
カーを発現し、血管内皮細胞増殖因子(VEGF)を高






関与する可能性が示された。VEGF の mRNA レベル
での発現は HuR ノックダウンにより減弱したこと
から、VEGF の発現は HuR 依存性であることが示さ
れ、HuR は腫瘍血管内皮細胞の生存や管腔形成能
とも深く関わっていた。この他に腫瘍血管内皮細
胞 が Lysil oxidase18,19 ） や ALDH (aldehyde 
dehydorogenase)を分泌し血管新生と転移に関わ
っていること 20）、MDR (multi drug resistance 
gene)-1 を発現していること 21）、腫瘍の違いに関
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